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Odkrycie DNA

James Watson i Francis Crick w 1953 roku dokonali
przelomowego dla medycyny odkrycia budowy
czasteczki DNA.
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W 1962 roku wraz z Maurice Wilkins otrzymali
nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny.
' Watson liczyl wtedy zaledwie 25 lat!
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Rys. 2 James Watson.

Rys. 3 Helisa DNA



Budowa czasteczki DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest zbudowany |
z pojedynczych, powiazanych ze soba monomerow -
NUKLEOTYDOW
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W nim jest zakodowana informacja genetyczna '
decydujaca o fenotypie komoérki lub catego
organizmu.

Rys. 4 Czgsteczka DNA jest dwuniciowa.



Budowa czasteczki DNA

1 NH,
W sklad kazdego nukleotydu wchodzi XN-E =
NUKLEOZYD czyli cukier DEOKSYRYBOZA I AL
polaczony z ZASADA AZOTOWA oraz RESZTA ) 1
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KWASU FOSFOROWEGO. H HI o H
—— W r Owwm TTw : Rys. 5 Nukleozyd adenozyna

ZASADY AZOTOWE dzielimy na jednopierscieniowe PIRYMIDYNY oraz dwupierScieniowe
PURYNY.
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Cytozyna Tymina Uracyl Adenina Guanina

Rys. 6 Zasady pirymidynowe (pirymidyny). Rys. 7 Zasady purynowe (puryny).



Cechy budowy czasteczki DNA

Dwuniciowe DNA
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07y, wiazanie wodorowe 3|
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diestrowe

3 : deoksyryboza \P’o.

Rys. 8 Fragment czqsteczki kwasu deoksyrybonukleinowego.

0 DNA jest dwuniciowy, sklada sie z
dwach utozonych naprzeciwko siebie
nici, tworzac swoista drabine.

T

d Komplementarny - naprzeciw adeniny
jednej nici wystepuje zawsze tymina
drugiej nici, naprzeciwko cytozyny -

guanina
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d Dwubiegunowy oraz antyr6wnolegly.
DNA wystepuje w postaci spiralnej -
helisy.




Budowa czasteczki DNA

A-DNA B-DNA Z-DNA
Rys. 9 Rodzaje helis DNA.

4 Inne formy:
d Prawoskretne A, C, D i E-DNA
O Lewoskretna Z-DNA

Czasteczka DNA jest przewaznie
prawoskretna - B-DNA
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Replikacja czasteczki DNA

Replikacja jest procesem wiernego powielania DNA i MaCIi)(I«\IT'ZYSty
z reguly poprzedza podzial komorki. Cukier —
deoksyryboza
T E— T N A— T T W T (WY
Pary zasadowe

Jej celem jest zbudowanie identycznej kopii (klonu)

DNA, ktéra bedzie mozna przekazaé¢ komorce ‘
potomnej. i
—r—

Ma charakter SEMIKONSERWATYWNY - po '
rozpleceniu nici ,starego” DNA do kazdej z nich
dobudowywana jest ,nowa” ni¢.

Stara ni¢

&
Potomne

DNA
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Rys. 10 Proces replikacji DNA.

W rezultacie powstaja dwie czasteczki DNA , z czego
kazda jest w polowie ,stara”, a w polowie ,,nowa”.



Kwas rybonukleinowy - RNA

Kwas rybonukleinowy jest jednoniciowy.
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Zamiast deoksyrybozy zawiera ryboze.

Zasada komplementarna do adeniny jest uracyl. |

Rys.11 Fragment kwasu rybonukleinowego - RNA.



Koliste i superhelikalne formy DNA

In vivo DNA rzadko wystepuje jako czasteczka liniowa
o wolnych koncach. W komérkach bakterii odkryto, ze
zar6wno chromosom bakteryjny jak i plazmidy sa koliste
Bakterie i niektdre wirusy zawieraja koliste czasteczki
DNA, termin ten wskazuje na ciaglos¢ lancucha '
polinukleotydowego, a nie na jego ksztatlt. . -

W genomach Eukaryota, DNA zorganizowany jest w
postaci duzych petli, unieruchomionych w macierzy
jadrowej. SUPERHELIKALNE koliste czasteczki DNA
ulegaja dodatkowemu upakowaniu ,
T

SUPERHELISA powstaje w wyniku skrecenia helisy w
przestrzeni dookola wlasnej osi.

Dodatkowe skrety w czasteczce superhelisy sa powodem
powstawania napie¢ torsyjnych (skreceniowych).

R\ /7
Dwuniciowe /‘/
DNA € o
¥
Histony =
"y
* K* il
Chromatyda <
0\
-ty
_'30‘4;»,‘ Lo o
RS imniowy DNA
"N <
> - Nukleosom

Zwinieta
spirala

SUPERHELISA

Copyright @ 2001 Benjamin Cummings, an imprnt of Addison Wasley Longman, Inc.

9
Rys.12 Upakowanie DNA.



Koliste i superhelikalne formy DNA

RN G
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L Super-
1 lak helikalne
Kolista — zrelaksowana ;
czasteczka DNA czasteczki

DNA sa

skrecone
dodatnio
1 ujemnie

Kolista czasteczka DNA
‘ nie wykazujaca zadnych

Q splotow jest
‘\éjC) ZRELAKSOWANA.

Dodatni Ujemny

superhelikalny Rys. 11 DNA moze ulega¢ skreceniu dodatniemu Iub superhelikalny o
DNA ujemnemu. DNA




Liczba oplecen - Lk

Jedna z najbardziej istotnych wlasciwosci
topologicznych kolistej czasteczki jest liczba oplecerr |
Lk (linking number). l

LK wyznacza liczbe oplecen wokot siebie dwoch nici |
w podwojnej helisie w stosunku do liczby oplecen w
tej samej czasteczce w formie catkowicie
L ke20 zrelaksowanej
3 TR W T T ——
ALk = -2/ \ALk =+2 E 3

Liczba oplecefi rowna jest sumie dwdch wartoSci:
T (twisting number) - liczbie skretow
i W (writhing number) liczbie zwojow. Liczbe
oplecenn mozna wyliczy¢ ze wzoru:

Ujemna Dodatna

superhelisa superhelisa Lk= W+T
Lk =18 Lk = 22 S

Rys. 12 Liczba oplecen DNA. 11



Liczba oplecen - Lk

drugiej, czyli moéwi o liczbie skretow w dupleksie.

Wartos¢ T okresla liczbe skretow jednej nici DNA wokot ((:))

w— ¥FEETANYTT B

Rys.13 Skrzyzowanie osi helisy.

Liczba zwojow W okresla ile razy dana czasteczka przeplata sie ze soba (skrzyzowanie osi helisy).
Dla zrelaksowanej kolistej czasteczki DNA liczba zwojow W przybiera wartos¢ zero.

W przyrodzie wystepuja powszechnie czasteczki DNA o strukturze superhelikalnej ujemne;j.
Ujemne superskrety tworzace sie w czasteczce DNA sa niezbedne do rozdzielenia dwdch nici.

Superhelikalnos¢ odgrywa duza role w procesach replikacji, transkrypcji i rekombinacji.
12




Elementy teorii weztow w biologii molekularne;j

PODSUMOWANIE:
DNA posiada strukture podwoéjnej helisy. W niektdrych przypadkach DNA, moze przyjaé posta¢
pierScienia zloZonego z pojedynczej nici lub zwinietych w podwoéjna helise.

T m—— - > s A 2 o — . -

Ta pojedyncza nié
DNA moze ulega¢

przeksztalceniu w
- WEZEL LUB SPLOT.
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Rys. 14 Wizualizacja DNA za pomocq mikroskopu elektronowego.



Wizualizacja czasteczek DN A

Rys. 15 Wizualizacja DNA za pomocq mikroskopu elektronowego.
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Matematyczny model DNA

B B
D) 8
C - C
k(C,, C;) = 1 k(C,,C,) =-1
Wr(B) = 0, Tw(B) = 1 Wr(B) =-1, Tw(B) = 0

Rys. 16 Matematyczny model czgsteczki DNA.

OPIS MATEMATYCZNY CZASTECZKI DNA:
Matematyczny model dla czasteczki DNA stanowi cienka, dluga, wasko skrecona wstazka.

T —
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Matematyczny model DNA

B d Dwie krzywe C1 oraz C2 stanowia granice wstazki B
stanowiacej zamknieta ni¢ DNA.

G W -
c d Mozliwa jest zmiana orientacji krzywej C, stanowiacej 0§
~ symetrii wstazki B. .
Ik(C,,C;) = 1 W — WY — — .

Wr(B) =0, Tw(B) =1
O Wplynie to ro6wniez, na zmiane orientacji krzywych C1

oraz C2.
B . T T T W
O W rzeczywistosci, liczba oplecenh pomiedzy C1 i C2
G [Lk (C1, C2)] jest niezmienna, a jej zmiany ma bardzo
C istotny wplyw na strukture czasteczki DNA.
Ik(C,,C;) =-1 A , . .
Wr(B) =-1, Tw(B) = 0 Zmniejszenie liczby oplecenh prowadzi do dalszego skrecania
czasteczki DNA czyli do struktury SUPERHELIKALNE].
Rys. 17 Matematyczny model czgsteczki ic

DNA.



Chromosom bakteryjny

Chromosom bakteryjny, niezaleznie od postaci w jakiej wystepuje, musi przyjaé strukture
umozliwiajaca jego upakowanie wewnatrz komorki. Procesy w jakich bierze udzial nukleoid czyli

replikacja czy transkrypcja rowniez wplywaja na jego topologie.
T ——— -

U bakterii, zwlaszcza tych szybko sie dzielacych, procesy te
zachodza czesto jednoczes$nie, przez co chromosom staje sie
czasteczka niezwykle dynamiczna i podlegajaca ciaglym,
przestrzennym rearanzacjom.

T T —— ¥ AR TN Y W e

Wykazano, ze duza role w upakowaniu czasteczki DNA pelni
wprowadzanie negatywnych superskretow w jej obrebie.

Negatywnie superskrecony DNA w komaorce E. coli wystepuje

Rys. 18 Rekombinacja chromosomu w postaci kilkuset domen.
bakteryjnego. ) .



Topoizomerazy

W kontrolowanie superskrecenia DNA zaangazowane sa
biatka zwane TOPOIZOMERAZAMI. | - DNA

7
-
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Enzymy te katalizuja reakcje naciecia, przemieszczenia nici i
DNA oraz religacji wiazania fosfodiestrowego. |

—

Rozny mechanizm dzialania topoizomeraz stat sie topoisomerase

podstawowym kryterium ich podzialu na dwa typy - I oraz

II, ktore nacinaja odpowiednio jedna lub dwie nici DNA.
Rys. 19 Enzym Topoizomeraza.
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Topoizomeraza I

topoizomeraza | _
miejsce

cigcia

Jedna z nici DNA
zostaje rozcieta i 5’-fosforan
przylacza si¢ do enzymu.

Czasteczka DNA tworzy  Topoizomeraza przylacza si¢
jeden superskret. do rozluznionych
nici w czasteczce DNA.,

Rys. 20 Schemat przedstawiajqgcy mechanizm dziatania Topoizomery I.

TOPOIZOMERA Typu I katalizujace
przejSciowe rozerwanie pojedynczej
nici w helisie DNA.

Rozcina jedna ni¢ DNA i relaksuje
ujemne superskrety w DNA.

U wszystkich eukariontow
zidentyfikowano zar6wno
topoizomerazy podtypu IA, jak
rowniez IB.

19



Topoizomeraza typu IA

Topoizomeraza IA rozpoznaje i wiaze DNA (A). ‘
-_— . —

pP __ 3
k Jopd } & RS } W efekcie nukleofilowego ataku grupy hydroksylowej
: reszty tyrozyny w centrum katalitycznym
topoizomerazy na wiazanie fosfodiestrowe dochodzi do
jego hydrolizy (wiazania fosfodiestrowego).

Jednoczes$nie nastepuje utworzenie przejsciowego
kompleksu kowalencyjnego miedzy grupa
hydroksylowa tyrozyny, a uwolniona grupa
fosforanowa na 5'-koficu przecietej nici (B). .

OH

<

P
B

Rys. 21 Mechanizm dziatania Topoizomerazy typu IA.
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Topoizomeraza typu IA
Nastepnie nietknieta ni¢ jest przeciagana
przez utworzone pekniecie (C). "
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Peten cykl katalityczny koniczy sie religacja | & TopA}
wigzania fosfodiestrowego i uwolnieniem

czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego
(D).

Nastepstwem dzialania topoizomeraz typu I
jest usuniecie jednego, negatywnego
superskretu z czasteczki DNA po kazdym 0@ E @
cyklu katalitycznym r

r .
| ¥ & &
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Rys. 22 Mechanizm dziatania Topoizomerazy typu IA.



Topoizomerazy uczestnicza w tworzeniu lub rozwijaniu katenatow w kolistym DNA.

KATENACJA jest procesem zaplatania nici polinukleotydowych w struktury przypominajace ogniwa

polaczeniu przerwy powstaje KATENAT.

laficucha w dwuniciowym DNA Po przecieciu jednej z nici, druga ni¢ przechodzi przez przerwe a po
R W W W — o T — J

Rys. 23 Tworzenie przez topoizomeraze I katenatu z dwoch pojedynczych, kolistych czqsteczek DNA. 22



Efekt dzialania topoizomerazy I

Schemat przedstawia wezly wytworzone
przez topoizomeraze I, bez uwzgledniania
enancjomerow i wezléw chiralnych. Wezet 6 \
ma 3 stereoizomery. ?

Pozostale wezly sa chiralne i wykazuja
wystepowanie dwdch enancjomerow. |

T R T ——

Wszystkie wezly posiadajace 7 lub mniej
przecieé sa wytwarzane przez
topoizomeraze I.

N —

Rys. 24 Wezty powstate na skutek dziatania topoizomerazy I.
23



Topoizomeraza II

(a)
Reseal
Break break on
back front
+) segment side =
(=) {-) (-

OO COO

Catenation \"\ Decatenation

CBOO

Catenane

Rys. 25 Mechanizm dziatania Topoizomerazy II.

Topoizomerazy klasy II relaksuja ujemne i dodatnie
superskrety DNA. Reakcja ta wymaga ATP i polega
na rozerwaniu dwoch nici DNA w helisie a nastepnie
przeciagniecia innego regionu dupleksu przez
powstala przerwe.

WU T N Y e

Reakcje te zachodza w niespecyficznych regionach
dupleksu DNA, gdyz enzym nie rozpoznaje
sekwencji zasad w miejscu skrzyzowania
dwuniciowego DNA.

24
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Topoizomeraza II
Najlepiej poznana topoizomeraza grupy II jest gyraza < >

DNA wyizolowana z komorek E. coli. Gyraza DNA
katalizuje tworzenie struktur superhelikalnych i

generuje ujemne superskrety w bakteryjnym
kolistym DNA. .

Gyraza zmienia dodatnie superskrety w ujemne. Przy
braku ATP gyraza moze relaksowaé negatywne, ale
nie dodatnie superskrety. Wprowadzanie przez
gyraze ujemnych superskretow przebiega w kilku
etapach .

Rys. 26 Mechanizm dziatania gyrazy. 55



Gyraza stabilizuje dodatni superskret.
N r,--—v—v—"

Obie nici DNA zostaja przeciete.

———

Ostatecznie przerwane nici zostaja ponownie
polaczone. D

Rys. 27 Mechanizm dziatania gyrazy. o



Zlokalizowana specyficzna rekombinacja

Specyficzna rekombincja jest operacja lokalna. Dzialanie rekombinazy na DNA polega na przesunieciu
fragmentu czasteczki w inna pozycje w jej obrebie lub do dotaczenia fragmentu innej czasteczki DNA '
do swojej struktury.

p
¥
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— 8

(c)
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Dwa punkty zlokalizowane na tych samych lub
roznych czasteczkach DNA zblizaja sie do siebie w O writhing
wyniku dzialania rekombinazy lub przypadkowych l — 8
ruchow termicznych. Enzym powoduje przeciecie
DNA w miejscach styku dwéch czasteczek.

Nastepnie luzne konce ulegaja rekombinacji w innej (2) (b)
kombinacji niz wyjsciowa czasteczka DNA.

Rys. 28 Zlokalizowana specyficzna rekombinacja.
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Zlokalizowana specyficzna rekombinacja

DNA przed dzialaniem rekombinazy nosi
nazwe substatu, natomiast po procesie -
produktu. Rekombinacja zachodzi w dwdch |

etapach. i
q — -
writhing recombination
— - \_/ Przejscie formy A do formy B okreslane jest

zwijaniem.
¥ WENES YT T——_—

(a) (b) (c)

Rys. 29 Zlokalizowana specyficzna rekombinacja. Do formy B przqucza Si@ enzym w wyniku
czego, powstaje kompleks synaptyczny.

Ostatnim etapem jest jego rekombinacja.

28



Zlokalizowana specyficzna rekombinacja

5 QOB

(a) (b)

Rys. 30 MoZzliwe produkty dziatania rekombinazy.

Jesli rekombinaza dziala na okraglym DNA, ktory nie jest weztem i ma strukture superhelikalna
powstaja sploty. NajczesSciej produktem jest splot Hopfa (A).

Dalsza rekombinacja prowadzi do powstania produktu B.
Trzy rekombinacje powoduja powstanie splotu Whiteheada (C).

29



Pozytonowa Tomografia Emisyjna (PET)

4 %ID/g

Dwuwartosciowy wezel skladajacy sie z
dwoch oddzielnych receptorow ’
integrinowych potaczonych z epitopami
(RGB) w sasiednich petlach o nazwie 3-4A |
jest struktura intensywnie badang przez r
0 %ID/g naukowcow.
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18F-FP-3-4A
Rys. 31 Sonda F-FP-3-4A.

Poddano go znakowaniu fluorescencyjnymu grupa (18F-NFP). Tak utworzona sonda F-FP-3-4A
okazala sie by¢ przydatna jako sonda w Pozytonowej Tomografii Emisyjnej do wykrywania
integryny av3, ktora Swiadczy o wystepowaniu nowotworéw u zywych zwierzat.
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